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® Genetische Einheiten zur Inhibierung der Funktion von RNA. 

@ Die Erfindung betrifft eine, gegebenenfalls als Mehrfachkopie vorliegende. genetische EInheit zur Inhibierung 
von RNA. Die Einheit enthalt die fur die Transkription durch Polymerase til erforderlichen Transkriptionseinheiten 
und eine fur inhibierende RNA kodierende DNA. die Innerhalb der Einheit so angeordnet ist. da/3 die transkribier- 
te RNA Teil des Polymerase lll-Transkripts ist. Mil Hilfe dieser Einheiten kann eine erhohte Stabllitat der 
inhibierenden RNA, die in Form von RIbozymen oder Antisense-RNAs vorliegen kann bei gleichzeitig unvermin- 
derter Aktivitat erhalten werden kann. 

Die Erfindung betrifft welters ein Verfahren zum Einfuhren der genetischen Einheiten in die Zelle. die 
■ Verwendung dieser Einheiten und sle enthaltende pharmazeutlsche Zubereitungen. 
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Genetische Einheiten zur Inhibierung der Funktion von RNA 

. _ .. . ..=-u. _=.u cno,ifi<.nhfi inhibierunq von RNA durch Wechselwirkung 
Die vorliegenae tninauny ue^icm > 

b»»i«nde Blockierung von de,e9.1i.rton ^iZmJ. P.ozosslo- 

r5:nrn^"rr:v=^^^^ 

Genen auf Proteine zu unterbrechen. Lnmnipmpntarer Ziel-RNA durch RNAse 

H-s^irroi^rn-H-^sr.^^^^^^^^^^ 

mentaren RNA. ^^^i^t oin csnn "hvbrider Arrest" von Translation oder 

Im Fall der Anwendung von Ant.sense-RNA erfolgt ^'"/°f .^^^fda^^^^^ es wird angenommen, 
Prozassierung. wobei die RNA/RNA Hybride ^tru'<^urene^H^^^^^^^^^^^ Es g^^^^ ^^^^ 

da/3 solche Hybride in der Zelle akkur.ul.eren: ,inr werteres Sc^^^^^^^^^ ^.^ 
gegenwartigem Wissensstand durfte es s.ch be. d.esem ^^^fl'^^^^''^^^^'^^^^^ dafl diese Moiekule 
Ereignis handeln. Die Anwendung 

en Jeder in vitro synthetisiert und in die Zellen .^--^^^^^^^^^^^^^ der Zelle produziert 

^d^ .^a^n^i^t irr^^^^^^^^^^ - - - - ~ 

einer wirksamen Menge an Antisense RNA in f " J^^"^^^^^^^^^^^^ der in vitro Anwendung 

5 Aufbauend auf bestirr^rr^ten Strukturanforderungen fur f J^f ^^mtziiseque^ gerichtete in trans 
nunmefir de novo Ribozyme konstruiert werdea ^^'^^^f 'iTntn d ^^^^^^ erfors-Hhti 
Endonukleaseaktivitat aufweisen. Da solche ^^'^^^'''^^'Jl^^^;; z^hZZ verschiedene Sequenzen 

,»lche berolB 6in»n polentiellen therapoutlschen '^^^'^''^"^^^^.^^a, „mfa«t drei Slruktur- 

d„.?i=.t,sird"S"rdr'^:::.;^^^^^ o...™. 

35 gebaut (Haseloff et al.. 1 988; Uhlenbeck et al.. 1 987): 

Die drei Domanen umfassen: cnaltstelle in s'-Richtung flankiert. Dabei 

eine hochKons^ierte "f't^™^^^^^ IdiliKation in SUA odor 6UU 

. rn:o;rn;rsra»Tr;^.rcrr '^^^^^^^^^ * sp*-. .es..^ — 

'"T^e™*nlSS^T"mS^Udo.Snsn .on R,boz,n,an en«,*enon noc.^nae™e«an 
Sequenzen. die eine Art basengepaarten Stiel b.lden; p^„i„„_n die die exakte Aniagerung des 

. .p„.it ^^rrXaSori" r . ..n,«Ln . d. 

aJal .ndVinscho Spa«.n9 «n ™~»;=;XS^.s'SS^^^^^ Slomole 
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U7-abhangigen Histon-premRNA-Prozessierungsreaktion durchgefuhrt. und zwar in einem in vitro System, 
das U7-abhangig Histon-premRNA prozessiert (Mowry et aL, 1987, Soldati et aL, 1988). Dabei wurde 
gefunden, da/3 Antisense-RNA den starksten inhibitor darstellt, wobei die Inhibierung reversibel ist. Die 
Hemmwirkungen von Antisense-DNA und von Ribozymen vom "hannmerhead"-Typ. beide irreversibel. 
lagen innerhalb derselben'Groflenordnung, wobei fur die vollstandige Hemmung jeweils ein ca. 1000 facher 
Uberscliu^ gegenuber der Substrat-RNA benotigt wurde. 

Wahrend die bisherigen Versuche mit Ribozymen mit nackter RNA in proteinfreien Systemen durchge- 
fuhrt worden waren, waren die Vorversuche zur vorliegenden Erfindung die ersten Expertmente, die gezeigt 
haben, da/3 synthetisch hergestellte. auf eine spezifische Sequenz gerichte Ribozyme auch in proteinhalti- 
gem fVlilieu Spaitwirkung zeigen. Diese Tatsache lieferte einen ersten Hinweis fur eine potentielle in vivo 
Anwendung. 

Einer der limitierenden Faktoren bei der Anwendung von Ribozymen zur Inhibierung der Expression von 
spezifischen Genen durfte im Aufbau einer Ribozymkonzentration gelegen sein, die ausreicht, die effiziente 
Ausschaltung einer bestimmten biologischen Reaktion zu bewirken; die Ursachen dafur durften, ahnlich wie 
bei der Anwendung von Antisense-RNA, u.a. in der zu geringen Stabilitat der RNA gelegen sein. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde. ein System fur die Anwendung von mRNA als in 
vivo Inhibitor von mRNA bereitzustellen, das die bisher bestehenden Beschrankungen bei der Anwendung 
von RNA beseitigt. Indem eine wirksame Konzentration an inhibierender RNA in der Zelle zur Verfugung 
gestellt wird. 

Diese Aufgabe wurde erfindungsgema/3 durch eine genetische Einheit gelost, die die fur die Transkrip- 
tion durch Polymerase III erforderlichen Transkriptionseinheiten und eine fur die RNA-Funktion inhibierende 
RNA kodierende DNA enthalt. die innerhalb der genetischen Einheit derart angeordnet ist. da/3 die 
inhibierende RNA Teil des Polymerase Ill-Transkripts ist. 

Bei der Losung dieser Aufgabe wurde von der Uberlegung ausgegangen, da/3 durch Einfuhrung eines 
die inhibierende RNA produzierenden Gens gegenuber dem Import der RNA als solchen eine betrachtllche 
Amplifikation der RNA und damit ein zur Hemmung der biologischen Reaktion ausreichender RNA-Vorrat 
gewahrleistet wurde. 

Die inhibierende RNA kann ein beliebiges Ribozym oder eine andere mRNA inhibierende RNA, z.B. 
eine Antisense-RNA, sein. 

Grundsatzllch ware es denkbar, einen effizienten Transport von RNA bzw. der dafur kodierenden DNA- 
Sequenz uber Viren oder virale Vektoren. z.B. Retroviren. durchzufuhren. 

Dieses System weist allerdings einige entscheidende Nachteile auf. wie Mobilisierung von endogenen 
Viren, Rekombination mit endogenen Retroviren, Aktivierung von endogenen Genen durch Integration. 
Beschrankung hinsichtlich Wirtsorganismus und Gewebsart. 

Im Gegensatz dazu wurden daher erfindungsgemaj3 Carriergene bereitgesteilt. die diese Nachteile nicht 
aufweisen. 

Die als Carriergene fur RNA-Gene im Rahmen der vorliegenden Erfindung vorgeschlagenen Gene 
haben folgende Vorteile: sie weisen eine kompakte Struktur auf, konnen auf Grund ihrer geringen Gro/3e 
leichter in die Zeiie transportiert werden, weisen eine hohe Transkriptionsrate auf und sind in ihrer 
Expression nicht auf bestimmte Gewebe beschrankt, sondern werden ubiquitar. d.h. in beinahe alien 
Zelltypen exprimiert. 

Ein weiterer Vorteil der Polymerase Ill-Gene iiegt im Vorhandensein eines sehr starken Transkriptions- 
Terminationssignals. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit, da/J ein in der Nahe gelegenes zellulares Gen in 
unerwunschter Weise aktiviert wird, wesentllch reduziert. 

Die von der Polymerase III transkribierten Gene haben folgende Eigenarten: es handelt sich dabei urn 
Gene, deren Promoter sich nicht stromaufwarts vor dem Gen, sondern innerhalb des Gens befindet 
(Geiduschek et al., 1988). Diese fur die Bindung der Polymerase 111 wesentlichen internen Kontrollregionen 
weisen eine diskontinuierliche Struktur auf; sie bestehen aus zwei sog. "Boxen" (der A-Box und der B-Box), 
die fur die Erkennung durch die Transkriptionsfaktoren wesentlich sind. sowie einem dazwischenliegenden 
Genabschnitt. der hinsichtlich seiner Lange kritisch ist (Hofstetter et aL. 1981). Die Lange dieser Sequenz 
betragt bei tRNA-Genen 31-74 Basenpaare (Clarkson). 

Vertreter dieser von Polymerase III transkribierten Gene sind die tRNA-Gene. 5S-RNA und eine Reihe 
von anderen kleinen Kern- und Zytoplasma-RNA-Genen: 7SK. 7SL. M. U6 und 4.5S RNA. sowie die 
Adenovirus-Gene VA1 und VA2 (Geiduschek et al.. 1988). Gemeinsam ist diesen Genen ihre geringere 
Gro/3e. ihre kompakte Struktur. ihre hohe Transkriptionsrate und ihre ubiquitare Transkription. 

Es wurde uberraschend festgestellt. da/J mit Hilfe der erfindungsgema/3en genetischen Einheiten eine 
erhohte Stabilitat der inhibierenden RNA erzielt werden kann. ohne da/3 eine Beeintrachtigung ihrer 
Wirksamkeit im Hinblick auf Aktivitat in Kauf genommen werden mu/3. 
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Es wurde bereits von Jennings und Molloy. 1987, gezeigt. daC ein spezifischer von Polymerase III 
erkannter Promotor geeignet ist. die Synthese von Antisense-RNA zu lenken. Dazu wurde das Xbal/BamHI 
Fragment des VAI-Gens. enthaltend den Promotor, in 5 Richtung vor die Antisense-DNA kloniert, was dem 

r._: u_: J — \i^^.,^r,^, w/^r. Dnh/moroeo ii-Pmmntnrfin fints?nricht. Es wurde anaestrebt, 

nerKommuuiiBii uoi »oi • — ■ • •• 

s ein im Vergleich zu Polymerase ll-Transkripten kurzes Transkript zu eriiaiten. Das Transkript weist nur eine 
geringfugige Modifikation auf. die eine Basenpaarung der Enden ermoglicht, urn die Enden vor Verdau 
durcii Einzelstrang-Exonukleasen zu schutzen. 

Im Gegensatz zu diesem Vorsclilag. in dem nur die Promotorsequenz eines spezifischen Polymerase 
Ill-Gens verwendet wird, (der Bereich zwischen Pos.-30 bis 73. watirend das Wildtyp VA 1 Gen sich bis zur 

70 Terminatorsequenz bei Pos. + 160 - +200 erstreckt), werden gemafi der vorliegenden Erfindung gezielt 
zusatzlich dtejenigen Sequenzen des Polymerase Ill-Gens verwendet, die fur die Sekundarstruktur des 
Transkripts ma/Jgeblich sind. urn diese fur die Stabilisierung der inhibierenden RNA-Sequenzen auszunut- 
zen. Im Gegensatz zum vorbeschriebenen Vorschlag ist die fur die inliibierende RNA kodierende Gense- 
quenz innerhalb des von Polymerase III transkribierten Gens so angeordnet, da/J erfindungsgema/3 eine 

75 "Genkassette" vorliegt. DarUberhinaus sind die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendeten 
Carrier-Gene im Gegensatz zum viralen VAI-Gen nictit toxisch. 

Die von Polymerase III transkribierten Gene sind im Rahmen der Erfindung flexibel einsetzbar. Im 
Hinblick auf ihre Funktion als Carriergene fur RNA-inhibisierende Sequenzen sind bei der Auswahl bzw. 
Modifikation naturlicher bzw. bei der Konstruktion kiinstlicher Gene folgende Kriterien zu berUcksichtigen: 

20 1 ) die A- und die B-Box sind tiocfi konserviert. 

2) Ein Abschnitt von 5 bis 7 T-Resten stromabwarts der B-Box ist fur die Termination der 
Transkription verantwortlich. 

3) Der Abstand zwischen A- und B-Box kann nicht beliebig vergroflert werden. wobei das Maximum 
derzeit bei etwa 90 bp angenommen wird. 

25 4) In einigen Systemen hat die s'-flankierende Sequenz einen Einflufl auf die Transknption. 

5) Es gibt Hinweise dafur. dafl eine intakte Anticodon-Stammregion wesentlich fur die Stabilitat des 

Transkripts ist. . i-- u •* 

Besonders geeignet als Carriergene fur die Herstellung der erfindungsgemSBen genetischen Einheit 
sind tRNA-Gene. Die von diesen Genen kodierten RNAs sind daruberhinaus auf Grund ihrer Kleeblattstruk- 
30 tur als besonders geeignet anzusehen, der inhibierenden RNA Stabilitat zu geben. Mit ihrer Hilfe lassen sich 
kompakte RNA produzierende Geneinheiten herstellen, indem die fur die inhibierende RNA kodierende 
Sequenz zwischen den A- und B-Block eingefuhrt wird (Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung eines 

tRNA-Ribozymgens). . , ^ ^ .... ^ 

Versuche im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden mit der Startmethionin-tRNA durchgefuhrt. die 
eine Apa l-Restriktionsstelle in der zwischen A- und B-Block gelegenen Anticodon-Stamm- und Schleifenre- 
gion aufweist (die Startmethionin-tRNAs alter hoheren Eukaryoten besitzen diese Restriktionstelle in der 

Anticodon-Schleife). . .... 

Neben der zwischen A- und B-Block gelegenen Region sind auch andere Insertionsstellen innerhalb der 
Carrier-DNA-Sequenzen (tRNA-Gene Oder andere Polymerase Ill-Gene) moglich, solange gewahrleistet ist. 
daB Transkriptionsaktivitat der Polymerse III und die Stabilitat des Transkripts erhalten bleiben. 

Die erfindungsgemaflen genetischen Einheiten konnen jedoch grundsatzlich mit samtlichen tRNAs 
hergestellt werden; erforderlichenfalls kann eine geeignete Restriktionsstelle konstruiert werden. in die dann 
die fUr die inhibierende RNA kodierende Sequenz inseriert wird. Bei der Insertion mufi lediglich beachtet 
werden dafl in der Anticodon-Stammregion kein Basenaustausch vorgenommen wird. der die Transknp- 
tionsrate des Gens Oder die Stabilitat der resultierenden tRNA beeintrachtigt (Folk et al.. 1983). AuCerdem 
mue dem Umstand Rechnung getragen werden. dafl Inserts groBer als 60 bp die Transknption oeeintracmi- 
gen konnen (Ciliberto et al.. 1982). . 

Hinsichtlich der Wahl geeigneter Carriergene ist es grundsatzlich erstrebenswert. spezieseigene tRNA- 
Gene Oder andere von Polymerase III transkribierte Gene, die nicht toxisch sind. zu verwenden. 

Die Versuche im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden durchgefuhrt. indem Ribozymsequenzen 
in normale tRNA-Gene eingefuhrt wurden. Wenn das tRNA-Ribozym, das von diesem Gen transkribiert wird. 
vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert ist. es jedoch fiir bestimmte Anwendungen. z.B. urn kernspezifische 
RNAs z B solche von snRNP-Partikeln zu inhibieren. wunschenswert ist. das tRNA-Ribozym bzw. die 
tRNA-Ribozym bzw. die tRNA-Antisense-RNA im Kern zu lokalisieren. kSnnen Mutanten verwendet werden. 
55 die vorwiegend im Kern lokalisiert sind. z.B. das von Zasloff et al.. 1982. und Zasloff. 1983. beschriebene 
met i tRNA-Gen. das einen einzigen Basenaustausch aufweist. 

Die erfindungsgemaBen genetischen Einheiten konnen z.B. wie folgt hergestellt werden: 
Eine Kopie des von Polymerase III transkribierten Gens. z.B. eines tRNA-Gens. das auf einem 
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bakteriellen Plasmid enthalten ist. wird mit einem geeigneten Restriktionsenzym an der fur die Insertion 
vorgesehenen Stelle. z.B. zwischen denn A- und dem B-BIock, gespalten und die nach Standardmethoden 
hergestellte doppeistrangige DNA, kodierend fur die inhibierende RNA. hineinligiert. Damit werden geeigne- 
te Wirtsorganismen transfornniert, selektioniert, vermehrt und die amplifizierte Plasmid-DNA gewonnen. Die 
5 Plasmide werden auf das Vorhandensein der erfindungsgemaflen genetlschen Einheit uberpruft; dies kann 
durch Restriktionsverdau. Sequenzanalyse Oder durch den Nachweis eines funktionellen in vitro Transkripts 
der Plasmid-DNA erfolgen. 

Die so erhaltenen genetlschen Einheiten kdnnen sowohi in Form des zirkularen Plasmids als auch in 
Form der aus dem Plasmid herausgeschnittenen Geneinheit, die samtliche fur die Transkription durch 
70 Polymerase ill erforderlichen Informationen enthalt, zur Anwendung gelangen. 

Welche Form gewahit wird, richtet sich im allgemeinen nach dem Anwendungsgebiet und nach dem fur 
die Einfuhrung der Geneinheit in die Zelle gewahlten Transportsystem. 

Die erfindungsgema/3en genetlschen Einheiten konnen auch als Mehrfachkopien vortiegen (dabei 
handelt es sich urn Tandemstrukturen. in denen die genetischen Einheiten mehrfach hintereinander 
75 angeordnet sind. wobei die inhibierenden Inserts gleich oder verschieden sein konnen). 

Transkription eines solchen Tandems liefert auf Grund der in jeder einzelnen Einheit enthaltenen 
Promotor-und Terminationssignale voneinander getrennte RNA-Einheiten. Auf Grund dieser Eigenschaft der 
Fragmente. als jeweils komplette Transkriptionseinheiten vorzuliegen. ist auch die Orientierung der einzel- 
nen Einheiten zueinander irrelevant. Bel der Herstellung solcher Tandems wird von Plasmiden ausgegan- 
20 gen, die multimere Kopien der fur die inhibierenden Einheiten kodierenden Region enthalten, Multimere 
tRNA-Ribozymgene enthaltende Vektoren konnen z.B. hergestellt werden. indem, ausgehend von der im 
Beispiel 1 beschriebenen erbBschnitt-Serie, die Einzelfragmente unter Ven^^endung von T4 DNA-Ligase zu 
Polymeren ligiert und die polymeren Gene in eine entsprechende Restriktionsstelle eines geeigneten 
Plasmidvektors rekloniert werden. Die Herstellung solcher Tandems wird durch die geringe Grofle der 
25 erfindungsgema/3en Einheiten, die vorzugsweise 200 bis 350" bp betragt, ermoglicht. Mit Hilfe eines solchen 
"Tandem-Inhibitors" kann nach Herstellung eines heteromeren Komplexes von Antisense-RNAs oder 
Ribozymen in einem einzigen Versuch die Wirksamkeit eines Satzes von Inhibitoren getestet werden. Z.B. 
kann auf diese Weise eine Mischung von 5 bis 10 Ribozymen in ein Zellsystem eingefuhrt werden. 
Nachdem eine Inhibierung durch die Mischung erfolgt ist, konnen die einzelnen Ribozyme auf ihre 
30 Wirksamkeit untersucht werden. Dies ist insbesondere auf Grund der Tatsache von Vorteil. dafl die Kriterien 
fur die Auswahl von zu inhibierenden Ziel-RNA-Sequenzen noch nicht samtlich erforscht sind. 

Als gute Zielsequenzen sind z.B. solche Regionen. die keine Sekundarstruktur aufweisen, Regionen 
nahe Spaltsignalen, Regionen nach dem Initiationscodon, Regionen ohne Bindungsstellen fur spezifische 
Proteine (wie z.B. Sm-Bindungsstelle in snRNA-Molekulen) anzusehen. Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung, 
35 insbesondere bei Anwendung in Tandem-Form, wird ermoglicht, Aufschlufi uber solche Zielsequenzen zu 
erhalten und sie in der Folge effizient zu inhibieren. 

Die Anwendung von Tandem-Einheiten ist auch dann von Vorteil. wenn es fur die Inaktivierung von 
biologischen Prozessen erforderlich ist, die RNA, z.B. virale RNA. an mehreren Stellen zu spalten. Eine 
Mehrfachspaltung kann z.B. erzielt werden. indem eine groflere Anzahl verschiedener Ribozyme ko'nstruiert 
40 und ein Vektor. enthaltend die genetischen Einheiten mit den jeweils dafiir kodierenden DNA-Sequenzen, in 
Zellen eingefuhrt wird. Bei Transkription dieser Sequenzen lagern sich die Ribozymeinheiten an die 
entsprechenden Zielsequenzen an. wodurch die mRNA in Bruchstucke gespalten wird. 

Multimere Kopien konnen dann venwendet werden. wenn fur die Wirksamkeit bei bestimmten Anwen- 
dungen. beispielsweise bei der Anwendung des Transferrin-Polykation-Transportsystems, grofiere Mengen 
45 eines niedrigmolekularen Ribozyms erforderlich sind. Plasmide, die multimere Kopien der genetischen 
Einheit tragen, die die fur dieses Ribozym kodierende DNA-Sequenz enthalten. verbessern die Produktlon 
des Fragments durch Erhohung der Ausbeute um ein Mehrfaches. 

Tandem-Einheiten konnen auch dann vorteilhaft eingesetzt werden, wenn gleichzeitig inhibierende 
RNAs bereitgestellt werden sollen. die gegen verschiedene RNA-Arten gerichtet sind. 
50 Bei der Anwendung der Erfindung auf Antisense RNA ist zu beachten. da/3 bei tRNA-Genen die Grofle 
des Inserts beschrankt ist. Im Hinblick auf effiziente Transkription liegt die Gro/Jenordnung bei ca. 60 bp; es 
werden daher bei Verwendung grofierer Antisense-RNA-Konstrukte andere von Polymerase III transkribierte 
Gene, die hinsichtlich der Transkription langerer Sequenzen eine groflere Kapazitat aufweisen, in Betracht 
zu Ziehen sein. 

55 Die im Rahmen der Erfindung ven/vendbaren Carriergene konnen auch synthetisch hergestellt werden. 
sofern sie die Bedingung erfuMen, die fur die Transkription durch Polymerase III erforderlichen Transkrip- 
tionseinheiten aufzuweisen. Die Anwendung solcher synthetischen Gene kann folgende Vorteile mit sich 
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a) Solche Gene warden von Aminoacylsynthetasen und von Ribosomen n.cht erkannt. wodurch em 
Eingriff in die Translationsmaschinerie der Zelle verhindert wird. uto .nhihiPr-^nde RNAs mit 

b) Es besteht die Moglichkeit. durch die Schaffung synthet-scher Konst ukte .nh.bierende RNAs m.t 

'"''^Z rZeTun;:;re« Sequenzen ..exib.er ge^Uet warden. 

ES wuL im Rahmen der vorliagenden Erfindung festgestellt, da/3 die Stabilitat der R.bozym-tRNA- 
MolekOir^o TwerdTn kann. indem die Anticodon-Stammregion das Carriar-tDNA-Molekuls verlang^^^^ 
^Tt kTnnte gazeigt warden, da/3 durch Varlangerung der 5 Basenpaare ^"^^^.^'f "<^^" 
^ Lmr^-Reaion des Wildtyp-tRNA-Gens auf 9 Basenpaare eine gegenuber dem verkurzten Wildtyp RNA- 
Gen 1 dar6-facheTh5«e Menge an Transkript erzialbar ist. was auf eine Erhohung der StabH.tat und 
dip damit erzielbare Prozessierbarkeit zuruckgefuhrt werden kann. 

ES IrdT^e ters festgestellt. da/3 eine Erhohung der Stabilitat der arfindungsgema/3an 9enet.schan 
EinhaLn in Form von tRNA-Ribozym-Genan oder tRNA-Antisansa-Genen auch erre.cht werden kann wenn 
difm dirinhibTarenda RNA-FunWion kodierenden DNA-Sequenzen als Tail von Introns v-''«9;" ("^ 
von R bozymen als "Ribintrons" bazeichnat). Dabei wurde von der ^berlegung ausgagangan dafl naturhch 
0 kommenda Introns die Sekundarstruktur von tRNA-Precursorrnolekulen -^^^^^^^^^^^^ ^^^^^^^^ 
Introns keine Saquenzkonservierung zeigen. wodurch durch Kloniarung von Ribozym- oder Antisense 
3™ Teirvon die Strukturvaranderung des resultierandan tRNA-Precursors m.n.m^rt und 

Llan ltabtt.?Lit maximiert warden konnen. An Hand des im Ratjmen -"^m e';^^^^^^^^^^^ 
verwendeten tyrtRNA-Gens. bai dem das Splei/3en der tRNA-Precursormolekula nur langsam erfo'Sj- ^onn e 
qe7eS werd^da/^ durch die Varwandung von "Ribintron-'-Sequanzen enthaltenden tD^A-Mo^kulan d^a 
SrvoflRNA wirkungsvoll arhoht warden kann. Dar.it ist es moglich. varstarkt .rr. Zytof^a^-/ 
ToS^rtl RNAS anzugraifen. Dieses System ermoglicht auf -^^'f,, 
Strukturelemente zur Erhohung dar Stabilitat der "Ribintrons" gegenuber dem Abbau durch Exonukieasen^ 
S^kan Tb du c zLsatzliche Basenpaarungan oder durch gro/3are Hairpin-Beraiche angrenzand an d a 
SlbozyrHsequanzan erzie.t werden. Bei derartigen Modifikationen ist zu beachten. daB d.e fur das Sphcmg 

des Introns ma/3geblichen Strukturen erhaiten bleiben. ^ ^ ^ Pinff.non nPPinneter Restrik- 

Die natQrIichen Intronsaquenzen kSnnen modifiziert werden. z.B. durch Einfugen gaeigneter RestnK 
tionsschnitts^^^^^^^^^^^^ K^niarung von Oligonukleotiden zu ermoglichen. oder. "-^^^^^^^^^^^^^ 

vorl^ommendan Gen anthalten. durch Einfugen von Nukleotidan. die eine Basenpaarung rn,t dem Anticodon 
TriDlett ermoqiichen. urn uber ein zusatzlich stabilisierendes Strukturmerkmal zu verfugen. 

"'es Zte im Rahmen der vorliegenden Erfindung ^-^-^^^-^^^^^^'^^^^^ 
als Bestandteil von Introns im wesentlichen keine Beeintrachtigung der tRNA-Sekundarstruktur mit s.cn 
Snat woduSh das en^^^^ Transkript in hoher Konzentratlon akkumuliert ""^ "^^^^^^i P^°f !^^/^ 
wSn kan" F^sL das wahrend des Prozessiarens fraigesetzta j'^J^,^ ^^^^^^ 

erweist. konnan geeignete Strukturmerkmala vorgasehen werden. d.e erne Erhohung der Stab.l.tat gegen 

''''^r:^^^^^.ene.sc.e. Einhaitan in die Za.le ainzubringen. sind mahrere Methoden 



anwendbar: 

40 



45 



""'^IfSandar.me.hoda .urn ENCh,.n von DNA ^^"""'fZjTS.f^iT^T.'iZ 

/.■=nnrVHr,P Pt al 1987 Fromm et al.. 1987). Mikroinjektionstechniken tur aie cui.utMuny ... y.u«= 
S mann It a,' 1980) undTewebekulturzL^ (Pepperkok et al.. 1988) sind -^enfalls anwendbar. D.ese 
(Kressmann et ai.. laau; uuu « Anwendungen brauchbar. KiJrzlich wurde em 

retrovirala Vektoran fOr dan Transfer von genetischen Material m d.e Zelle gee.gnet (Stewart et al.. 1986. 
iqR7VdieseSvstemeweisenjedochdiebereitsangefijhrtenNachteileauf. 

Ein waL^ar^^^^^^^^^^ baruht auf der Benutzung "entwaffneter" Tox.na als Transportveh.- 



50 



kel. 

55 
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Grade und kompakten Struktur der erfindungsgemaCen genetischen Einheiten kann nach geringfCigigen 
Modifikationen. z.B. Konjugation mit Cholesterin, lipophilen Gegenionen Oder Kernlokalisierungspeptiden 
auch auf ein Transportsystem zur Ganze verzichtet werden. 

Bevorzugt wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein losliches System fur den Transport 
5 angewendet, das uber Rezeptor-vermittelte Endozytose ablauft. Besonders bevorzugt wird dabei ein 
Transferrin-Polykation-Konjugat mit der erfindungsgema/3en genetischen Einheit komplexiert; der Komplex 
wird durch den Transferrin- Rezeptor. der auf praktisch alien wachsenden Zellen vorhanden ist. aufgenom- 
men. 

Die Anwendungsgebiete fur die vorliegende Erfindung sind zahlreich: z.B. konnen transgene Tiere 
70 hergestellt werden, die auf Grund des Vorhandenseins der erflndungsgemaflen genetischen Einheiten im 
genetischen Material eine intrazellulare Immunitat gegen Viren, z.B. Maul- und Klauenseuchevirus, 
Newcastle Disease Virus, Rinderpapillomavirus, Pseudorabies Oder infektiose Gastroenteritis, aufweisen. 
Entsprechend kann auch in transgenen Pflanzen intrazellulare Immunitat, z.B. gegen das Kartoffelvirus PVX, 
erzeugt werden. 

15 Weiters konnen die erfindungsgemaflen genetischen Einheiten in somatische Zellen eingebracht werden, 

urn gegen pathogene Viren, wie HIV oder verwandte Retroviren gerichtete Ribozyme bzw. Antisense-RNAs 

zur Bekampfung dieser viralen Erreger einzusetzen. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet liegt in der Gentherapie durch Anwendung von RNA Konstrukten mit 

Komplementaritat zu Oncogenen Oder anderen Schliisselgenen, die Wachstum und/oder Differenzierung 
20 von Zellen kontrollieren. Bei derartigen Anwendungen kommt die mit Hilfe der vorliegenden Erfindung 

wirksam erzielbare hohe Spezifitat der RNA-lnhibierung, mit Hilfe derer z.B. eine Unterscheidung zwischen 

Protooncogen- und Oncogentranskripten moglich ist, zum Tragen. 

Weiters konnen die erfindungsgemai3en genetischen Einheiten verwendet werden, um in Pflanzen Oder 

Tieren die Expression von spezifischen Genen zu verhindern, um auf diese Weise erwunschte Eigenschaf- 
25 ten hervorzubringen. 

Die inhibierende Wirkung von RNA kann auch bei der Bekampfung von Krankheiten derart ausgenutzt 
werden. dai3 die Produktion von unerwunschten Genprodukten unterbunden wird, z.B. die Produktion desbei 
der Alzheimer-Krankheit auftretenden Haupt-Plaqueproteins ("major plaque protein") oder von Autoimmu- 
nerkrankungen verursachenden Proteinen. 
30 Die vorliegende Erfindung kann auch in denjenigen Fallen angewendet werden. in denen ein regulatori- 
sches Protein, das eine Wechseiwirkung mit RNA aufweist, durch Aniagerung von RNA ausgeschaltet 
werden soli. 

Pharmazeutische Zubereitungen, die die erfindungsgemaflen genetischen Einheiten als wirksame Kom- 
ponente enthalten, etwa in Form von Lyophilisaten, sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. thre Anwen- 

35 dung umfaBt die angegebenen Indikationsgebiete. 

Anhand der im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefuhrten Versuche konnte Transkriptionsakti- 
vitat des tDNA-Ribozymgens nachgewiesen werden. Dazu wurde ein tDNA-Ribozym-Genkonstrukt herge- 
stellt, indem eine fur ein 53 bp langes, gegen die snRNA U7 Sequenz gerichtetes Ribozym kodierende 
DNA-Sequenz in die Apal Restriktionsstelle zwischen die A-Box und die B-Box der Start-Methionln-tDNA 

40 inseriert wurde (die A- und die B-Box sind die beiden Erkennungssequenzen fur die Polymerase; die 
Transkription beginnt 15 bp stromaufwarts der A-Box und endet an einer Oligo T-Sequenz stromabwarts 
der B-Box). Nach Mikroinjektion dieses Gens wurde Transkription nachgewiesen; die Konzentration des 
tRNA/Ribozym-Hybrids betrug 10-20 % der Konzentration an tRNA. die von einem co-injizierten Wildtyp- 
tRNA-Gen produziert wurde. 

45 RNA-Molekule. synthetisiert in vitro vom tRNA-Ribozymgen. spalten die Ziel-RNA an der vorgesehenen 
Stelle, Das Hinzufugen der tRNA-Struktur zur Ribozymsequenz blockiert nicht die Ribozymaktlvitat. tRNA- 
Ribozymmolekule, synthetisiert von Genen, die in Oozyten injiziert worden sind. spalten die Ziel-RNA 
ebenfalls an der vorgesehenen Stelle und mit derselben Effektivitat wie in vitro synthetisierte Ribozyme 
ohne die zusatzliche tRNA-Struktur. Das beweist, daB in vivo Synthese und Prozessierung eines tRNA- 

50 Ribozyms nicht mit Modifikationen einhergehen, die die Wirkung des Ribozyms behindern. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde erstmals in vivo die Aktivitat eines Ribozyms nachgewie- 
sen. Dazu wurden tDNA/Ribozym-Gene zusammen mit radioaktiv markiertem GTP in den Kern von Oozyten 
injiziert. Nach achtstundiger Inkubation. die fur die Ribozymsynthese vorgesehen war, wurde die radioaktiv 
markierte Substrat-RNA (U7 RNA) ins Zytoplasma der Oozyten injiziert. Nach weiteren zwei Stunden wurde 

55 die Nukleinsaure aus den Oozyten prapariert: In den Oozyten, in denen Ribozymsynthese stattgefunden 
hatte. wurde keine verbleibende Substrat-RNA nachgewiesen. Im Gegensatz dazu war die Substrat-RNA in 
denjenigen Oozyten stabil. die nicht mit dem tDNA/Ribozymgen injiziert worden waren bzw. bei denen das 
Gen den Kern verfehit hatte. 
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Es konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch gezeigt werden, dafl die erfindungsgemaflen 

Huhnerzellen. transtormiert n ^^^y^ niffo.on^ion.nn H^r Zellen in Ervthrozyten nachgewie- 

durch Inhibierung der eroo cxpieasiui. o...L.^t^..v.^ ^ - 



10 



sen. 



Die Wirksamkeit der erfindungsgem30en genetischen Einheiten kann auch ^urch Beobachtung der 
Resis enrvS Mauszellen gegen Infektionen. beispielsweise Polyomainfektionen. nach Anwendung von 
erfindungsgema«en genetischen Einheiter,. die gegen das Virus (gegebenenfalls gegen mehrere Reg.onen). 
Z.B. gegen das Papilloma-Virus gerichtet sind. uberpruft werden. 



Beispiel 1 



15 Konstruktlon von tRNA RIbozymgenen 



a) Konstruktion von pSPTISmetl 

,0 Das Methionin-.nit.ator 1-tRNA-Gen von Xenopus. vorhanden einem 284 bp Ecom-Fragment^ das in 
DBR322 kloniert war (das Hinfl H-G-Fragment (Hofstetter et al.. 1981. Tellford et aL 1979). v^^rde durch 
= ofL rHprnBR322 Vektors isoliert durch Gelelektrophorese (2 % Agarose/TBE) geremigt und m 
di?EcoR S^^^^^^^^^ (Boehringer Mannheirr,) so ligiert. dafl bei Transkripfon 

des P'asmi^^t SpSymerase ein Sense-tRNA-Transkript erhalten wurde. Dazu wurden S andardklon,e- 
unglTh^lJerbLhrleben in (Maniatis). verwendet. Der Haupwortei. der Reklon.^^ 
DSPT18 iieqt Im Vorhandensein von einander gegenuberliegenden SP6- und T7-RNA Polymerase ^romoio 
fen luf dem pLmW D^her konnen durch in vitro Transkription spezifische RNA-Transknpte d-e en wede 
die mN^S^bozyrequenz oder die dazu komplementare Sequenz enthaiten erhalten ^^^^^"J^^'t^" «^ 
a 1984) Diese Transkripte sind nutzlich. um die Spaltaktivitat des RNA-Molekuls zu testen oder um durch 

30 ein "RNase Pr^^^^^^^^^^ Mapping" die Anwesenheit von tRNA-Ribozymen in Zellextrakten. d.e das tRNA- 
Ribozym exprimieren, nachzuweisen. 



b) Konstruktion von tRNA-Ribozymgenen 

^«««n ii7<!nRNA fCD33 und die beiden Sequenzen der erbS-mRNA (ESI 3. ES53) gericmet sina, weru 
pSPTISmetl Plasmj unlervemen™ vemendet. BakterlenMone. die das neue Plasmid 

R,.»^m„„ a^ ^ ^^^^ 

^ ^^Mo^^e'r".^!; d« .i.ro SP6-T,an*,p.ion «oni,«e, DNA-Plasmide . "J*" 

eil l^ioak^v ma,kiert.„ RNA. enthaltend dia Zlalsaquanz 10, daa R.boz,m. ,*ub»rt und au. 

''^ri^rZ^:^^ rarSe'^roCsapuan^n dur* 0,daoK,.D.A-Sa.uan.a™„, 
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uber die Insertionsstelle bestatigt. 

Fig. 4 zeigt die in vitro Ribozymaktivitat der tRNA-Ribozyme. Plasmid-DNA-Molekule, die die 
erBschnitt-tRNA-Rlbozyme ESI 3 und ES53 trugen, wurden mit Pvull verdaut und mit SP6-RNA-Polymerase 
transkribiert. Diese Transkription iieferte 230 Nukleotide lange RNA-Molekule, die die tRNA-Ribozymse- 

5 quenz und zusatzlich die s'- und 3'flankierenden Sequenzen. die von den flankierenden Xenopussequenzen 
und den flankierenden bakteriellen Plasmidsequenzen stammen. enthaiten (s. Fig. 2). Die Ribozymtranskrip- 
te wurden mit 20.000 cpm (20 fM) eines RNA-Molekuls nnit der Region der erbB-mRNA, umfassend das 
Initiatlonscodon. inkubiert. Das RNA-Molekul besltzt die Zielsequenzen sowohl fur ESI 3 und ES53 (s. Fig. 
3). Nach 2stundiger Inkubation des Ribozyms plus Ziel-RNA bei 37* C in Gegenwart von 10 mM MgCb. 20 

10 mM TRIS-HCI, pH 7.5 und 150 mM NaCI, wurde EDTA zu einer Konzentration von 15 mM zugefugt. die 
Probe getrocknet. in 80% Formamid/TBE gelost. 30 sek. bei 95 *C erhitzt und auf einem 9.5% 
Acrylamid/8,3 M Harnstoff/ TBE-Gel aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurden die markierten RNA- 
Molekule durch Autoradiographie nachgewiesen. 

Spur M: Molekulargewichtsmarker: pBR322 DNA. gespalten mit Hpall und unter Verwendung des Klenow- 
75 Fragments der DNA-Polymerase mit alpha-32p-CTP radioaktiv markiert (Maniatis). Die Molekulargewichts- 
marker wurden unmittelbar vor dem Auftragen auf das Get in 80% Formamid/TBE gelost und 3 min. bei 
95* C erhitzt. Die Molekulargewichte einiger der Fragmente (in Nukleotiden) sind links angegeben. 
Spur 1: erbB-Ziel-mRNA (20.000 cpm, 20 fM) ohne Inkubation. 

Spur 3: erbB-Ziel-mRNA (20,000 cpm. 20 fM). inkubiert mit MgCl2 bei 37* C ohne Ribozyme. 
20 Spur 4: erbB-Ziel-mRNA (20.000 cpm, 20 fM). inkubiert mit ES13-RNA (1 fM). 
Spur 5: erbB-Ziel-mRNA (20.000 cpm, 20 fM). inkubiert mit ES53-RNA. 

Rechts von der Fig. sind die Molekulargewichte (in Nukleotiden) der erbB-Ziel-mRNA und der 5 - und 
3'Spaltprodukte beider Ribozymspaltreaktionen angegeben. (s. auch Fig. 3) 

Fig. 3 zeigt die Komplementaritat zwischen Ribozymen und Ziel-RNAs: CD33 (A) gegen U7snRNA 
25 ■ Gotten et al.. 1988). ES13 (C) und ES53 (B) gegen Sequenzen der erbBmRNA (Venustrom et aL, 1980). 

Der tRNA-Anteii der tRNA-Ribozyme ist aus Grunden der Obersichtlichkeit nicht gezeigt. Die Spaltstel- 
len fur das Ribozym sind gekennzeichnet. ebenso die Initiationscodons der erbB-mRNA. 



30 Beispiel 2 



tRNA-Ribozymtranskription in Xenopus Oozyten. 

35 Die Transkription der tRNA-Ribozymgene. mikroinjiziert in Xenopus-Oozyten, wurde nach der in 
(Kressmann et al.. 1978. Hofstetter et al.. 1981. Kressmann et al. 1980) fur tDNA beschriebenen Methode 
durchgefuhrt. Dazu wurde wie folgt vorgegangen: Stadium VI Oozyten wurden erhalten von HOG (Humanes 
Chorion Gonadotropin)-stimulierten enA^achsenen Xenopus laevis Weibchen. Die Oozyten wurden kurz 
zentrifugiert, um den Kern an den Rand der Oozyte zu bringen. Jeder Kern wurde mit ca. 50 nl einer 

40 Losung. enthaltend 0.3 ug/ul supercoiled Plasmid DNA (enthaltend das tRNA-Ribozymgen gema/3 Beispiel 
1 ) und 2 uCi/ul ^sr-gtP injiziert. Nach 5 bis 8 stundiger Inkubation bei 20 'C wurden die einzelnen 
injizierten Oozyten in 1% SDS. 1 mg/ml Proteinase K. 300 mM NaCI. 20 mM Tris, pH 8. 20 mM EDTA (400 
Ul/Oozyte) bei 37'C 45 min. verdaut. einmal mit Phenol und einmal mit Phenol/Chloroform extrahiert und 
mit Ethanol gefallt. Die gesammelten Ethanol-Prazipitate wurden in 80% Formamid/TBE gelost, kurz 

45 zwecks Denaturierung bei 95 'C erhitzt und durch Elektrophorese auf einem 10% Acrylamid/8,3 M 
Harnstoff/TBE-Gel aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Bei alien Versuchen mit tRNA- 
Ribozymgenen enhielten die Injektionslosungen das Wildtyp metRNA Gen mit einer Konzentration von 1/6 
der Konzentration des tRNA-Ribozymgens. TBE-Puffer (Tris. Borat. EDTA) wurde nach der Vorschrift. 
beschrieben in (Maniatis). hergestellt. 

50 Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Fig. 5: 

Spur m: Molekulargewichtsmarker: wie in Rg. 4. Die Molekulargewichte einiger der Fragmente (in Nukleoti- 
den) sind links in der Fig. angegeben. Spuren 1.2,3: Die Nukleinsaure von einzelnen Oozyten. injiziert mit 
dem Met-tRNA-Gen und dem Met-tRNA- Ribozymgen metribo 33. Rechts in der Figur sind die Positionen 
der Met-tRNA (met.77 Nukleotide lang) und des tRNA-Ribozyms (met ribo), 128 Nukleotide lang) angege- 

55 ben. 



Beispiel 3 
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Bestimmung der Ribozymaktivitat von Oozyten synthetisiertem tRNA-Ribozym im Vergleich mit in vitro 
synthetisiertem Ribozym. das keine tRNA-Sequenzen aufweist. 



. _-.=-u.„*^. ^a^.A.RiKn,„m <,unthfitifilert in mikroinjizierten Oozyten wurde durch Auftren- 

herausgeschnitten und durch Inkubation uber Nacht in einem ^PPendorf V^rator m HEP ( H^^ 
Extraktionspuffer": 0,75 M Ammonium-acetat. 10 mM Magnes.umacetat. 1 % (Vo^^o") If /' 

fr JwTon SDS 0 1 mM EDTA) eiuiert. Die eluierte RNA wurde einmal mit Phenol/Chloroform und emmal 
Srcl oform exi ahTrt und mit Ethanol in Gegenwart von 10 ug E.coii tRNA als Trager gefallt. Das 
0 PrL?p rlul ifgenommen und mittels Cerenkov-Zai.lung der -P-Markierung unter Ve-e^d-g der 
Werte for die spezffische Aktivitat (Kressmann et ai.. 1982) quantitativ besfmmt^ Proben des RNA- 
S^bozyms wu^den mit 32p.,T,arkierter RNA. enthaltend die U7-Sequenz (10.000 ^pm ProbeJO fM pus d^ 
^qegebenen Mengen an unmarkierter U7-RNA) 2h bei 37' C in Anwesenheit von 150 mM NaCl 0 mM 
Mnn und 20 mM Tris-HCI pH 7 5 inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zusatz von EDTA auf 15 mM 
,s aestoppt dif pTotn l^den getrock^ in SOro Formamid/TBE gelost. bai 95' C 30 sek. erhitzt und auf 
rs gestoppt, die ^rooen wurae « Harnstoff/ TBE-Gel aufgetrennt. Die radioaktiv markierten 

^^rArrdrdurch AlCr;::hifbe™it .n. D. Ooo^s "specia... Verst.rkerfo.ie sichtbar 

^"TafRibozym CD32 wurde erhalten durch T7-Polymerase-Transkription eines Plasmids. enth^tend da^^ 
20 insert von CD33 (s. Fig. 2) und kloniert in die Hind Ill/Sal l-Stellen von pSPT19 (Boehrmger Mannhe^m^ 
DiesisT^aSt enthSlt nur die Ribozymsequenz plus die zu U7 komplementaren Sequenzen flank,ert 
^n k rzent c'i^^^^ der Vektorsequenz. Die SpattaktivitSt dieses Ribozyms --^^/'^-^^^^^^^^ 
Soaitaktivitat des oozytensynthetisierten tRNA-Ribozyms CD 33 herangezogen, urn den Einf uC der Sekun 
Sr^trukTur d^^^^^^^ in vivo Synthase und -Modlfikation auf die Ribozymaktivitat zu beurte. en. 

.5 Es ze^e sfch daC beide Riboiyme (CD 32 und CD 33) die U7-Sequenz enthaltende RNA (94 Nukleot,de 
fang) in L ?-S?alt^ von 25 Nukieotiden und ein 3'-Spaltprodukt von 69 Nukleofden spalten. 

Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Fig. 6: 
Spuren m: Molekulargewichtsmarker analog Fig. 5 
Qniir 1- U7-RNA no 000 com, 10 fM), inkubiert ohne Ribozym. 
so Ipul 2: U7 RNA (lO oSo cpn,. lOo'fM). inkubiert mit 10 fM des oozyten-synthetisierten tRNA-R-bozyms 

SDu?3- U7-RNA (10 000 cpm. 1 pM). inkubiert mit 10 fM oozyten-synthetisiertem ^^NA-Ribozym CD33^ 
Ipur 4: U7 RnV(10 000 cpm. iSo fM). inkubiert mit 10 fM von in vitro mit T7-Polymerase synthets.ertem 

35 SpuTrU7°RNA (10.000 cpm, 100 fM). inkubiert mit 1 fM von in vitro mit T7-Polymerase synthetisiertem 
Ribozym CD32. 



Beispiel 4: 



40 



45 



50 



55 



Bestimmung der Spaitung von Ribozymsubstrat in Oozyten 

Eine Mischung von ^^P-GTP. Anti U7-tRNA-Ribozymgen und das Met-tRNA-Gen wurden in OozyXevker- 
ne in-:^L~^^^ Oozyten wurden. wie in Beispiel 2 beschrieben_bei 20 C 8 h .^^^^^^^^^^^ 
Transkription stattfinden zu lassen. Daraufhin wurde radioakt.v ; ^^^^^^^^ 

wurden durchgefuhrt wie in oben beschrieben. 

Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Fig. 7: 
Spuren m: Molekulargewichtsmarker wie Fig. 5 ^ . /-^^«« 

Spur 1: Nuklelnsauren aus einer Oozyte injiziert mit den Met- und Metnbof e^^^^^^^ 
Spuren 2 und 3: Oozyten. Injiziert mit Met und Metribo, gefolgt von U7-RNA-injektion. 
Spuren 4 und 5: Oozyten.nur mit U7-RNA injiziert. 

^'S mM LTlO mM MgC., und 20 mM Tris-HCI. pH 7.5. Wegoa dsr Gelbedlngungen ,s. nur <tes 3- 

Spaltprodukt (69 Nukleotide) gezeigt. 
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Beispiei 5: 



Transkriptionsaktivitat von tRNA-Rtbozymen in Huhnerzeilen 

Plasmid-DNA-Molekule. enthaltend die tRNA-Ribozymgene wurden in Huhnerzeilen eingefuhrt. um die 
Transkriptionsaktivitat der Gene zu bestimmen. Es wurde gezeigt, dad das tRNA-Ribozymgen (abgeleitet 
von einem Xenopus-tRNA-Gen) in Huhnerzeilen effizient transkribiert wird. Dazu wurde wie foigt vorgegan- 
gen: 10^ primare Huhnerembryo-Fibroblastenzellen (Zenke et a!!. 1988) wurden pro 10 cm-Schale nach 
Standardmethode ausgesat und uber Nacht wachsen gelassen. Am Morgen wurde jede Schale mit 10 ug 
Plasmld-DNA (enthaltend entweder erbBschnItt 13 Oder ebrBschnitt 53) unter Verwendung der 
Calciumphosphat-Coprazipitations-Methode (Graham et al.. 1973) transfiziert. Die Zellen wurden uber Nacht 
dem Prazipitat ausgesetzt. am darauffolgenden Morgen zweimal mit frischen Medium gewaschen und 
weitere 48 h in frischen Medium inkubiert. Das Medium wurde daraufhin entfernt, die Zellen in PK/SDS- 
Puffer (s. oben) aufgenommen und die Nukleinsaure gewonnen. Daraufhin wurde die Nukleinsaure einem 
"RNAse Protection Mapping" unter Verwendung von ^ap.pnarkierten Antisense erbBschnitt 13 oder 
erbSschnitt 53 RNA-Sonden unterzogen, um die Anwesenheit von tRNA-Ribozym-Transkripten nachzuwei- 
sen. Markierte RNA (10.000 cpm/ 10 fM Antisense-RNA pro Probe) wurde dem getrockneten Ethanolprazipi- 
tat zugefugt. die Probe abermals getrocknet und in 10 al 80% entionisiertem Formamid, 400 mM NaCl, 20 
mM PIPES. pH 6,5, 10 mM EDTA gelost. Die Proben wurden mit sterilem Paraffinol iiberschichtet, 3 min. 
bei 95' C erhitzt und rasch in ein 45* C Wasserbad uberfuhrt, in dem uber Nacht bebrutet wurde. Am 
Morgen wurden 0,3 m! elskaltes NaCI (300 mM), 30 mM Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA. 0.05 mg/ml RNase A 
und 80 Einheiten/ml RNase T1. unter rascher, vorsichtiger Bewegung zugefugt. Die Proben wurden bei 
Raumtemperatur 45 min. bebrutet. Proteinase K und SDS wurden auf 1 mg/ml und 0.5 % zugefugt. die 
Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieCend bei 56'C je 20 min. fortgesetzt. Die Probe wurde nach 
Zusatz von 10 ug tRNA mit Ethanol gefallt. Der aufgenommene Niederschlag wurde in 80% Formamid/TBE 
aufgenommen und auf einem vorgewarmten 9,5 % Acrylamid/8,3 M Harnstoff/TBE-Gel aufgetrennt. 
Das Ergebnis dieses Versuches zeigt Fig. 8: 

Spuren m: Molekulargewichtsmarker wie in den vorangegangenen Beispielen 
Spur 1: Antisense ES 13-Sonde. hybridisiert mit Exoti tRNA (10 ug) 
Spur 2: Antisense ES 53-Sonde. hybridisiert mit E.coli tRNA 

Spuren 3 und 4: Mapping der Nukleinsauren von 10 000 und 100 000 Zellen, die nicht mit Plasmid DNA. 
hybridisiert mit der ES 13 Sonde, transfiziert waren 

Spuren 5 und 6: Mapping der Nukleinsauren von 10 000 und 100 000 Zellen. transfiziert mit ES 13. 
hybridisiert mit der ES 13-Sonde. 

Spuren 7 und 8: Mapping der Nukleinsaure von 10 000 und 100 000 Zellen. transfiziert mit ES 53. das mit 
der ES 53-Sonde hybridisiert worden war. 

Beispiei 6 

Schwachung der Wirkung des v-erb B Onkogens durch tDNA Ribozym-Gene, die mit Hilfe von 
Polyiysin-Transferrin -Konjugaten in v-erb B transformierte Erythrobiasten eingebracht wurden. 

Anhand dieses Beispiels konnte gezeigt werden. dafi tDNA-Ribozyme. die gegen das erb B Onkogen 
gerichtet sind. mit Hilfe von Polyiysin-Transferrin-Konjugaten in erb B-transformierte Huhner-erythroblasten 
eingebracht werden und die transformierende Wirkung des Onkogens schwachen konnen. 



Vorversuch 1 



Herstellung von Transferrin - Polylysin - Konjugaten 

Die Kopplung erfolgte analog literaturbekannter Methoden (vgl. G. Jung, W. Kohnlein und G. Luders, 
Biochem. Biophys.Res. Commun. 101 (1981). 599 ) durch Einfuhrung von Disulfidbrucken nach Modifizie- 
rung mit Succinimidylpyridyldithiopropionat. 
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Pyridyldithiopropionat - modifiziertes Transferrin 1: 

nat (SPDP Pharmacia) versetzt und 1 h bei Raumtemperatur und gelegenthchem Schuttein reagieren 

gda sen Ober aina Gelsau.e (Sephadex G-25. 14 x 180 mm 0.1 M ^^^'-^^^^^^^^^^ 

warden niedermolekulare Reaktionsprodukte und Reagensreste abgetrennt und dabe> 7 

fion erhriten- der Gehalt von an Transferrin gebundenem Pyrldyldithiopropionatres en wurde ^"^and e nes 

Tquots nach Redulction mit Dithiothreitol durch photometrische Bestimmung der Menge an fre>gesetztem 

Pyridin-2-thion ermittelt und betrug ca 2.6 umol. 



75 



20 



25 



30 



35 



Mercaptopropionat - modifiziertes Polylysin 2: 

Fine Losunq von 18 mg (ca 1.0 uMol) Poiy(L)Lysin -Hydrobromid (Sigma. Fluoresceinisothiocyanat ( = 
FITG ma^kS LekuTa?gewicht ca 18000 / entspricht einem durchschnittiichem Po'V^^^'ff " 
90 )1 3 ml 01 M Natriumphosphat (pH 7.8) wurde uber Sephadex G-25 filtriert. D.e Po'y'ysi"-Los"ng 
wurde rrSt Wasser auf 7 ml verdUnnt. unter gutem Schuttein mit 270 ul einer 15 mM ^^^''^^^f^'l^^^^^ 
Z SPDP versetzt und 1 h in der Dunkelheit bei Raumtemperatur und unter gelegenthchem Schuttein 
eLeren gelass^ Na^^^^ Zugabe von 0.5 ml 1 M Natriumacetat-Puffer (pH 5.0) wurde zur Abtrennung vo 
"eSLtS Substanze'n Uber Sephadex G-25 filtriert (Eluens : ^0 ^atnu^^^^^^ 
Die Produktfraktion (Ninhydrinfarbung. Fluoreszenz) wurde ..Vak. e.ngeengt. mit P"«^r auf pH ca 
alracht eine Losung von 23 mg (150 umol) Dithiothreitol in 200 ul Wasser ^"gegsben "rid 1 h be, 
S^^2^i,p unter A^gon in der Dunkelheit stehen gelassen. Durch weitere Gelfiltrafon (Sep^-adex G-25 1 4 
X ?30 mm st e ?0 mM Natrium-acetat-Puffer pH 5.0) wurde von uberschuss.gem R^duW'onsrn.tt^^ 
abge^remTund man erhielt 3.5 ml Produktlosung an Fluoreszenz-markiertem Polylysm "^'J f^^f 
^ants Mol Mercaptogruppen (photometrische Bestimmung mittels Ellman's Reagens. 5.5 -D,th.ob.s(2 
nitrobenzoes2ure) ). 

Transferrin - Polylysin - Konjugate 3: 

Die wie oben beschrieben erhaltene Losung von modifiziertem Transferrin 1 ( 7 ml 0-1 
Die °°f" J^;*; 5 , Transferrin mit ca 2.6 uMol Pyridyldith.opropionat-Resten) 

TrS^A^t aespOres L^^^^^ oben beschriebenen Losung von Mercapto-modifiziertem 

^^ylysfn 2 (rroSlt uma^^^^^^^^ pH 5.0. das entspricht ca 0.6 umol Po^Lysin mit ca 2.2 ur.o 
Zaprogruppen) zugegeben. mit Argon gespult. geschuttelt und 18 h "aumtemP^ 
Dunkelheit und unter Argon reagieren gelassen. Das React.onsgem.sch wurde "^'t Wasse^ auf 14 ml 
^ und JO— schchrom^^^^^ 

npoen eine 100 mM Eisen(lll)citrat-L6sung (mit Natriumhydrogencarbonat auf pH 7.8 gebracht) d.alys.ert 



so sichtbar waren. 
Vorversuch 2 



55 



Transport von Transferrin-Polylysin-Konjugaten in lebende Zellen 

Um nachzuweisen, da/J die im Vorversuch 1 beschriebenen Transferrln-Polylysin-Konjugate effizient in 
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lebende Erythroblasten aufgenommen werden. wurden diese Konjugate mit FITC markiert. Es ist bekannt 
(Schmidt et al., 1986). dafi FiTC- markiertes Transferrin nach einigen Stunden Inkubation mit Erythroblasten. 
denen vorher Transferrin entzogen worden war. in Vesikein innerhalb der Zelle nachweisbar war 
(Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop). 

5 Im vorliegenden Beispiel wurden Erythroblasten, (durch ein EG F-Rezeptor-Retro virus transformiert, 

Kahazaie et at., 1988) 18 Stunden in transferrinfreiem Differenzierungsmedium (Zusammensetzung in Zenke 
et al., 1988) bei 37* C (Zellkonzentration 1,5x10^/ml) inkubiert. Nach Zugabe der verschiedenen Transferrin- 
Polylysin-Konjugate (Oder, als Kontrolle, der entsprechenden Menge sterilen aq bidest) wurden die Zellen 
bei 37 *C in Gegenwart von 10 ng/ml EOF (um den transformierten Zustand aufrechzuerhalten) inkubiert. 

10 Nach 24 und 48 Stunden wurden ca 5x10^ Zellen entnommen.l mal in phosphatgepufferter physiologischer 
Kochsalzlosung (PBS; pH 7.2) gewaschen, mit dem SOfachen Voiumen einer Mischung von 3.7 % 
Formaldehyd und 0.02% Glutaraldehyd in PBS fixiert (10 min, 40* C). 1 mal in PBS gewaschen. in Elvanol 
eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot.Schmalband-FITC und TRITC-Anregung) unter- 
sucht. Gleichzeitig wurde in anderen Aliquots der verschiedenen Ansatze die Wachstumsrate der Zellen 

/5 bestimmt. Hierzu wurden 100 ul Zellsuspension entnommen und der Einbau von ^H-Thymidin (8 uCi/ml,2 
Stunden) bestimmt. wie in Leutz et aL. 1984 beschrieben. Aus Fig. 10 geht hervor. dai3 die mit Transferrin- 
Polylysin inkubierten Erythroblasten nach 24 Stunden 2 bis 10 stark fluoreszierende Vesikel aufweisen, die 
in den Kontrollen nicht nachweisbar sind. Tabelle A zeigte. dad mit Ausnahme der Fraktlon 6 alle Konjugate 
von praktisch alien Zellen aufgenommen worden sind. 

20 Die Tatsache, dafl die Zellen in alien Proben gleich schnell wachsen (wie durch Einbau von tritiiertem 
Thymidin (^H TdR) gemessen; Tabelle A), beweist. da/3 die Zellen durch die Poiylysin-Konstrukte nicht 
geschadigt werden und somit eine unspezifische Aufnahme (z.B. uber durchiassig gewordene Zellmembra- 
nen) auszuschiieflen ist. 

25 

Vorversuch 3 

Polylysin-Transferrinkonstrukte konnen bei der in vitro induzierten Reifung von Huhner-Erythroblasten zu 
30 Erythrocyten den nativen Transferrin-Eisenkomplex funktioneli ersetzen 

Ziel dieses Versuches war es zu zeigen» da/3 die hier verwendeten Transferrin-Polylysin-Konjugate von 
der Zelle wie natives Transferrin verwendet werden. d.h. den normalen Transferrinzyklus mit ahnlicher 
Effizienz durchlaufen. Als Testsystem hierfur sind Erythroblasten. die durch "Abschalten" des transformie- 

35 renden Onkogens zur Ausreifung in normale Erythrocyten induziert werden konnen. besonders geeignet 
(Beug et aL. 1982). Aus der Literatur geht hervor, da/3 solche Zellen zur normalen Reifung hohe 
Konzentrationen an Transferrin-Eisen-Komplex benotigen (100 - 200 ug/ml, 3 fach geringere Konzentratio- 
nen verhindern das Ausreifen der Zelien und fuhren nach mehreren Tagen zum Tod der Zellen (Kowenz et 
al.. 1986). Auch konnte gezeigt werden (Schmidt et al.. 1986), da/3 "recycling", also Wiederverwendung von 

40 Transferrinrezeptoren und damit ein mit optimaler Geschwindigkeit ablaufender Transferrinzyklus fur eine 
normale in vitro Differenzierung unerlai3iich ist. 

Erythroblasten (durch das EGF-Rezeptor-Retrovirus transformiert) wurden durch Entzug von EGF und 
Zugabe einer optimalen Menge an partiell gereinigtem Hiihner-Erythropoietins (Kowenz et al.. 1986. frei von 
Transferrin) zur Differenzierung induziert. Die Inkubation erfolgte bei einer Zellkonzentration von 1x10^ /ml in 

45 transferrinfreiem Differenzierungsmedium bei 42 *C und 5% CO2. Bei Inkubationsbeginn wurde entweder 
nativer Transferrin-Eisen-Komplex (Sigma, 100 ug/mi) oder die mit Eisen gesattigten Transferrin-Poiylysin- 
Konjugate (Konzentration ebenfalls loo ug/ml) zugegeben. Wachstum und Reifungszustand der Zellen 
wurden auf folgende Art nach 24 und 48 h analysiert: 

1. Bestimmung der Zellzahl (im Coulter Counter, Model! ZM. Beug et al,1984) 

50 2. Aufnahme von Ze!l-Gro/3enverteilungen (im Coulter-Channelyzer Mod. 256) und 

3. Photometrische Messung des Hamoglobingehalts der Zellen (Kowenz et al.. 1986) Au/3erdem 
wurden Aliquots der Ansatze nach 72 Stunden in einer Cytozentrifuge (Shandon) auf Objekttrager zentrifu- 
giert und einem histochemischen Nachweis fur Hamoglobin unterzogen (Farbung mit neutralem Benzidin 
plus Diff-Quik Schnellfarbung fur Blutzellen. Beug et a!.. 1982). 

55 Die Ergebnisse in Tabelle B zeigen deutlich. da/3 Zellen. die in Gegenwart der Polylysin-Transferrin 
Konjugate Fraktion 1 bis 5 zur Differenzierung induziert wurden, genauso effizient und mit gleicher 
Geschwindigkeit ausreifen wie solche, die mit nativem Transferrin-Eisen inkubiert wurden. Die Zellen in den 
transferrinfreien Kontrollen dagegen zeigten ein stark verlangsamtes Zellwachstum und akkumulierten nur 
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4 



70 



geringe Mengen an Hamoglobin. Die Untersuchung des Zellphanotyps an gefarbten Cytosp.n P ae^^^^^^^^ 
erqab dafl die mit Polyiysin-Transferrin-Konjugaten Inkubierten Zellen genauso zu spaten Ret'ku'ocyten 
(l£ reticulocytes Beug et al..1982) herangereift waren wie die mit nativem Transfernn behande ten. 
(late reticulocytes. Deuy^^^^ 7.„„„ «i„« Mi«rh>,nn aus desintearierten and unreifen. erythro- 

wanrena aie omit! iicmaioiuii o - c-«u+i«„ e 

blastenahniichen Zellen darstellten (Schmidt et al.. 1986). Nur die mit Transfernn-Polylys.n-Fraktion 6 
behTndeL Zellen wiesen einen geringeren Hamogiobingehalt und einen grofleren Prozentsat^ an unreifen 
Zenen auf (Tabelle B). Dies zeigt. da/3 die mit besonders viel Polylysin konjugierte Fraktion 6 weniger gut 
fm Transferrinzyklus funktioniert Gleichzeitig weist dieses Ergebnis aut die Empfindlichkeit der Testmetho- 
de hin. 



Vorversucti 4 



,5 Polylysin-Transferrln-Konjugate ermoglichen die Aufnahme von DNA in HQhnererythroblasten 

In vorliegendem Versuch sollte untersucht werden. ob DNA in einer GroBe, die der von tONA- 
Ribozymen (siehe Beispiel 1) entspricht. von Transferrin-Polylysin-Konjugaten effizient in das Zell.nnere 
transportiert werden kann. Im vorliegenden Beispiel wurde tDNA mit einem Insert der Sequenz 

20 

CGTTAACAAGCTAACGTTGAGGGGCATGATATCGGGCC 
CCGGGiCAATTGTTCGATTGCAACTCCCCGTACTATAGC , 

Molekulargewicht ca. 300.000. mit gamma ATP endmarkiert (Maniatis). ven^endet Ungefahr a3 ug 
dieser DNA gelost in 20 ixl TE PuHer. wurden entweder mit 10 itg nativem Transferrin, mit 10 ug 
Transferrin Po^ysin Konjugat Fraktion 3. jeweils gelost in 5o ul aq bidest plus 4oo ug/ml R'nd----^^- 
min (Beug et al.. 1982) Oder mit 50 ul dieses LSsungsmittels ohne Transfernn ^e^'^*^;*- 
Prote nmischungen wurden zu je 2 ml transferrinfreiem Differenzierungsmedium zugegeben. 4x o« Huhne- 

'° Terythroblasten. (die mit einem EGF-Rezeptor-Retrovirus transformiert waren und 18 h. in transfemnfre^^^^ 
Sium in Gegenwart von EGF vorinkubiert wurden. (Kahazaie et al.. 1988) zugegeben und die Ansa ze 8 
Stunden bei 37' C und 5 % CO2 inkubiert. Oanach wurden die Zellen abzentnfug.ert. der Uberstand 
a genommen und die Zellen 3 mal in transferrinfreiem Medium gewaschen^Zel|sedi^^^^^ 
urn wurden in1% SDS.Img/ml Proteinase K. 300 mM NaCl. 20mMTns pH 8 JO-^"^^ 
Juffer^ aufgenommen. 30 min bei 37' C inkubiert, mit Phenol/Cloroform extrah.ert.und die DNA durch 
EColfaUung isoliert. Isolierte DNA mit einer Radioaktivitat von ingesamt 2000 cpm wurde auf einem nicht- 
Z^Ten6en L % Acrylamidgel aufgetrennt (TBE. Maniatis) und die DNA durch Autoradiograph^^^ 
nachgewiesen. Die Fig. zeigt Fluoreszenzaufnahmen von Huhnererythroblasten. die 24 h ohne (A) Oder m,t 
FlTC^arkierten Transferrin Polylysin-Konjugaten (B.C) inkubiert wurden. Bei Anregung mit biauem Lu^ht (^ 

^° zum Nachweis von F.TC) sind deutlich mehrere fluoreszierende Vesikel in jeder Zelle zu e^kenner^. D^ 
SpTzifitat dieser Fluoreszenz wird dadurch gezeigt. dafl die Vesikelfluoreszenz be, Anregung m. grunem 
Licht (bei welcher eine ahnliche unspezifische Fluoreszenz der Zellen wie m A zu sehen ist) nicht auftntt 

Diese Fig. zeigt. dafl in der mit Transferrin- Polylysin behandelten Zellprobe etwa 5-10 mal mehr DNA 
von den ZeMen aufgenommen worden ist als in den KontroMproben mit nativem Transferrin Oder ohne 

""''"zwef tRNA-Ribozymgene. gerichtet gegen die Translationsinitions-Region von erbB wurden konstruiert 
(vgl F^g 2 und 3. Beispiel 1). Ca. 100 ug jedes das Gen enthaltenden Plasmids wurden EcoRI verdaut urn 
S tRNA-Ribozymgen auf einem 225 bp-Fragment freizusetzen. Die Verdauprodukte wurden miltels 

'° SnorFCagment Tndmarkiert und mittels Qelelektrophorese durch ein 2% Agarose/TBE-Gel ^e.-;-;^^-^ 
VeWorfragment und die tRNARibozymgen-Fragmente wurden durch Ethidiumbromid-Farbung loka s ert 
LsgeschnTtten und durch Elektroelution. Phenol/Chloroform- und Chloroformextraktion und Ethanolfallung 
gewonnen.^ D^^ gereinigten. radioaktiv markierten DNA-Fragmente wurden daraufhin unter Benutzung des 
Sferrin-Polylysin-Transportsystems dazu verwendet. die Aufnahme und die Hemmung der erbB-RNA zu 

®® bestimmen Als Kontroll-DNA wurde der VektorpSPT 18 venwendet. 

ATs TestzSlsystem wurde eine Huhnererythroblastenzellinie gewahlt. die durch eine temperatursensitve 
Mutante (ts 34. Graf et al.. 1978) des Vogel- Erythroblastosevirus AEV transformiert ist (Beug et al.. 1982 
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b).(Das in diesen Zellen ebenfalls exprimierte erb A Onkogen kann durch einen spezifischen Proteinkinase- 
Hemmer (H 7) inhibiert werden. Es wurde festgestelit, dafi das v-erbA-Onkogen in vivo und in vitro (d.h. als 
bakteriell exprimiertes Protein) an zwei Stellen. namlich Ser 28 und Ser29, durch Proteinkinase C bzw. 
durch cAMP-abhangige Proteinkinase phosphoryiiert wird. Mutation dieser Serine zu Aianinen verhindert die 
Phosphorylierung und zerstort die v- erbA-Onkogenaktivitat. H7 ist etn spezifischer Inhibitor dieser beiden 
Kinasen und ist in der Lage, in v-erbA-v-erbB haltigen Erythroblasten selektiv die durch v-erbA verursachten 
Veranderungen (z.B. Biockierung der Differenzierung) aufzuheben). 

Es ist bekannt. da/J Erythroblasten, deren erbB Onkogen inaktiviert wird - z.B. durch Erhohung der 
Temperatur im Falle einer temperaturennpfindlichen erb B Mutante -dazu induziert werden. zu Erythrocyten 
auszureifen. Eines der ersten Anzeichen fur diesen Vorgang ist eine Induktion der Hamoglobinsynthese, die 
durch einen empfindlichen Nachweis (saure Benzidinfarbung. Orkin et al.. 1975. Graf et aL, 1978) auf dem 
Niveau der Einzelzelie nachgewiesen werden kann. Als phanotypische Wirkung eines gegen erb B 
gerichteten Ribozyms in diesenn Testsystem ware somit eine spezifische Erhohung der Zahi benzidin- 
positiver Zellen zu erwarten. 

Die diesem Beisptei zugrundeliegende Versuchsreihe wurde folgendermaflen durchgefuhrt: Die ver- 
schiedenen DNA-Praparationen (siehe oben und Tabelle C). gelost in 30 u\ TE-Puffer. wurden mit jeweils 
10 ug nativem Transferrin -Eisenkomplex oder Transferrin-Polylysin -Konjugat (gelost in 50 ul aq. bidest.) 
gemischt und 30 min bei 37" C inkubiert. 

Im Falle der Vektor-DNA (10 ug) wurde entprechend mehr (100 ug) an Transferrin-Praparationen 
venwendet. Die DNA-Transferrin-DNA-Mischungen wurden zu je 1 nnt transferrinfreiem Differenzierungsmedi- 
um (Zenke et a!., 1988) zugegeben. Die Testzellen (pro Ansatz 3x10^) wurden vor denn Versuch 60 min in 
transferrinfreiem Differenzierungsmedium bei 42 'C inkubiert. (hierdurch wird die Transferrinaufnahme 
verstarkt) und zu den DNA-Transferrin-haltigen Ansatzen hinzugegeben. Nach 6 h, 18 h und 68 Stunden 
(Behandlung der Zellen siehe unten) wurden Proben entnommen, wie beschrieben, in Uberstand und 
Zellsediment aufgetrennt. in PK/SDS Puffer aufgenommen und die DNA analysiert (Fig. 9). 

Nach Inkubationsende (6 h) wurden die Zellen abzentrifugiert und in transferrinhaltigem Differenzie- 
rungsmedium mit Erythropoietin und Insulin (Kowenz et ai„ 1986, Zenke et al.. 1988). 2 ml pro Ansatz und 
bei 37' C d.h. in Anwesenheit eines aktiven v-erb B-Proteins) weitere 72 h inkubiert. 

Folgende Ergebnisse wurden erhalten: 

1. Ahntich wie in Vorversuch 4 konnte eine verstarkte Aufnahme von DNA in der Grofie der erbschnitt 
DNA's in den mit Transferrin-Polylysin behandelten Zellproben (etwa 5 fach) beobachtet werden. 

2. Durch Transfektion von Huhnerfibroblasten mit erbschnitt DNA konnte gezeigt werden. da/3 die 
erbschnitt-Ribozym-tDNA in Huhnerzellen exprimiert wird (siehe Beispiel 5). 

3. Tabelle C zeigt, dass in alien Fallen, in denen erbschnitt-Ribozym-tDNA mit Hilfe von Polylysin- 
Transferrin-Konstrukten in erb B transformierte Erythroblasten eingebracht wurde, der Prozentsatz an 
benzidin-positiven Zellen signifikant (auf ca. das Doppelte) erhoht war (ais Referenz dienten die Proben, die 
mit Vektor-DNA behandelt wurden und in denen die Verwendung von Polylysin-Transferrin-Konjugaten 
erwartungsgema/3 nicht zu einer Erhohung der Zahl benzidin-positiver Zellen fuhrte). 



Beispiel 7 



Verlangerung der Anticodon-Stammregion erhoht die Ausbeute an ribtRNA 

Das humane met tRNA-Gen (kloniert als BamHI/Rsal Fragment, erganzt durch EcoRI Linker, in die 
EcoR! Schnittstelle des Bluescript-Vektors) wurde an seiner einzigen Apal-Schnittstelle in der Anticodon- 
stammregion gespalten. Die einzelstrangigen Uberhange wurden durch T4-DNA-Polymerasebehandlung 
entfernt und Oligonukleotide. enthaitend die Ribozymsequenzen, inseriert. Die in den vorangegangenen 
Beispielen verwendete Ribozyminsertion resultierte in einem ribtRNA-Molekiil. enthaitend einen 3-Basen- 
Stamm (Fig. 1 1 zeigt die Wildtyp-tRNAmet und die tRNArib mit dem verkurzten Anticodon-Stamm), Bei der 
zweiten Konstruktion wurde ein Oligonukleotid. das sich vom ersten durch die zur Wildtypsequenz 
komplementare Sequenz GGTTAT am s'Ende unterschied. ven/vendet. Dabei wurde der Wildtypstamm 
wiederhergesteilt und durch 4 zusatzliche Basenpaare verlangert (Fig. 12 zeigt die Konstruktion der tRNArib 
mit dem verstarkten Anticodon-Stamm. Die Sequenz der Ribozyme ist in Fig. 13 dargestellt; am linken (5 ) 
Ende sind die Unterschiede in der Nukleotidsequenz zwischen der fur den verkurzten Stamm und den 
verstarkten Stamm kodierenden Region gekennzeichnet. In Fig. 13 ist welters die Sequenz des met tRNA- 
Gens wiedergegeben). Die beiden Ligationsprodukte wurden nach der in Maniatis beschriebenen Standard- 
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Das ^'f 0 inkubiert die resultierende RNA wurde geerntet (vgl Beispiel 2) und elektropho- 

retiSTh^ufgrennt 10 % M Harnstoff/TBE-Ge.) und die RNA-Mo.ekme durch Autoradi^^^^^^^^ 

nhie (2 Taqe expon ert be! -70' C) sichtbar gemacht (Fig.14). Das verkurzte ribtRNA-Ge liefert ca. 1 10 der 
RNA-Menge "e vom Wildtyp-Gen transkribiert wird. im Vergleich dazu liefert das Gen. das fur das r.btRNA 
Molekui mit dem verlangerten Stamm kodiert. die 6fache Menge an RNA. 



Beispiel 8 



IS 



20 



25 
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Expression von Ribozymgenen als Bestandteil von introns 

Als Ausqangsgen wurde ein Xenopus laevis tRNA'v^C-Gen (Oocyten-Typ) gewahlt. welches ein 13 
Nukreotide umS'endes Intron enthalt. Die natQrIiche Intron-Sequenz wurde wie «o'9t 7^'^'^^;^;^^-^^^^^ 
wurde efne qeeignete Restriktionsschnittstelle eingefugt (Apal; GGGCCC). um eine nachfolgende Klon.erung 
"n OngonukieSn zweitens komplementare Nukleotide zum Anticodon-Tnplett um 

durch Verian^^^^^ der Intronsequenz Gber ein zusatzlich stabilisierendes Strukturrtierkma zu verfugen. 
nrGrsJe des introns im modifizierten Gen ist von 13 Nukleotide auf 15 Nukleotide erhoht (Rg. 15). 

dL Mod»g dTr intronsequenz wurde mit Hi.fe der Polymerase-Kettenreaktion ("Po-vn^^^^^f ^1" 
reactton" PGR Ho et.al..1989) durchgefuhrt. Dafur wurden vier Primer synthefsiert von denen zv.e. d.e 
aeSderte IntVonsequenz (zueinander komplementar) enthielten und zwei gegen das 5 - bzw. das 3-Ende 
See Gens neHcMet waren um eine EcoRI bzw. Sail Restriktionsschnittstelle einzufOhren. Das W.ldtyp-Gen 
?aq a?s HhSraglrS^^ kloniert in pBR327. vor (Stutz et al.1989). Das resultierende PCR-P;o^"k^ 
wLe uber ein A^^^^^^^ gereinigt. mit den genannten Restriktionsenzymen geschn.tten und m.t dem 
^eWor p^LM (= PSP64 T7 Promotor; Vieira und Messing. 1982) liglert. Das Konstrukt wurde m E.col, 
Tb °01 t^nsVormiert und Klone. enthaltend das gewunschte Insert, durch Sequenzanalyse .dent,f.z,ert. 

Oil Aktiv S des modifizierten Gens (tRNA-M) wurde mit der des Wildtyp-Gens durch M'kro."iektu.n ,n 
XenS.us OocytlrveSchen. wobei als intemer Standard ein 5S-RNA-Gen (50 fach n.edngere Konzentra- 

r.,innn..klentid wurden an beiden Enden 12 nt eingefOgt. um .n R.bmtrons stab le h^.-'P 

Exonukleaseabbau entgegenzuwirken. Die Qesamtgro/Je des daraus resu.«erenu«. . .uu..o 
Hibo^m H^^^^^^^^^^ nt im Falle der ^^9^^^'^^^^^:^^^^^^ ^"'^^^^"^ 

, -rfhriebe^^^^^^^^^^^ 

r? r i'"2rb3n Kon"^^^^^^^^^^ D ^ fbei Konstrukt C (Fig.lS). Das Experiment zeigt. dafl die 

SnXkte HP r^^^^^^ trou we^^ntlich vergroCerter Introns sehr aktiv transkribiert und mit 9'-cher Ett,z.enz 
Konstrukte mk una ^ yynritvn tRNA'v-Gen Im Falle des Konstrukts D ist nur eine minimale Menge 

.esontlS BSrjc.>igung de, ,RNA-S*„nda,s«,ktur »«. wodurC d» enBlehende T,ansk„p. .n 
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hoher Konzentration akkumuliert und korrekt prozessiert werden kann. 

Tabelle A 



10 



15 



20 



25 



Transport von PoiyLysin-Transferrin in Erythroblasten 





M6dium 


Transferrin-polyLysin 


Vesikelfluoreszenz 


Viabilitat (3H Td 
R-Einbau) 


24 h 


48 h 


48 h 


1 


2 ml 


ohne Zusatz 


<1 % 


<1 % 


140.000 cpm 


2 


2 ml 


145 ill H2O 


<1 % 


<1 % 


126.000 cpm 


3 


2 ml 


145ulTfpLFr1 


>90 


>90 


137,000 cpm 


4 


2 ml 


145 ii\ TfpL Fr2 


>90 


>90 % 


161.000 cpm 


5 


2 ml 


145 Ui TfpL Fr3 


>90 


>90 % 


153.000 cpm 


6 


2 ml 


145 ixl TfpL Fr4 


ca.80 


>90 


151 .000 cpm 


7 


2 ml 


145 Ul TfpL Fr5 


ca.60 


. >90 


153.000 cpm 


8 


2 ml 


145 Ul TfpL Fr6 


ca.40 % 


>90 %**^ 


165.000 cpm 



+ + und + + + bezeichnen die relative Starke der Vesikelfluoreszenz 



Tabelle B 



30 



35 



40 



45 



so 



PoiyLysin-Transferrin kann bei der Stimulierung der in-vitro induzierten Reifung von 
Erythroblasten normales Transferrin funktionell ersetzen 



Nr. 


Medium 


Zusatz"^* 


Zellzahl 


Hamoglobin 


Reifungsgrad 








(X 10^ /ml) 


E 492 




% Reticulozyten 








24 h 


48 h 


24 h 


48 h 


72 h 


1 


2 ml 


Fe-Transferrin 


3,28 


4,38 


1,38 


2.74 


>80 % 


2 


2 ml 




2.62 


2.56 


0,35 


0.23 


<1 % 


3 


2 ml 


H2O 


2.60 


2.42 


0.30 


0,13 


<1 % 


4 


2 ml 


TfpL Fr1 


3,70 


4.44 


1.36 


2.69 


>80 % 


5 


2 ml 


TfpL Fr2 


3.56 


4.24 


1.16 


2.51 


n.b.^ 


6 


2 ml 


TfpL Fr3 


3,72 


4,54 


1,58 


2.54 


>80 % 


7 


2 ml 


TfpL Fr4 


3.48 


4.56 


1.57 


2.55 


n.b. 


8 


2 ml 


TfpL Fr5 


3.36 


4,26 


1,41 


2,47 


n.b. 


9 


2 ml 


TfpL Fr6 


3.58 


4.4 


1.14 


1.93 


60-65 % 



^: nicht bestimmt 

Fe-Transferrin, 200 ug in 13 ul; TfpL-Fraktionen. 200 ug in 130 ul; H2O. 130 ul 
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Tabelle C 




a: Pro Bestimmung warden > 200 Zeilen ausgezahlt. Werte Standardabweichung 
b: Anzahl unabhangiger Bestimmungen ^ _ 
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Anspruche 

1. Genetische Einheit, gegebenenfalls in Mehrfachkopie vorliegend, dadurch gekennzeichnet, da sie die 
fur die Transkription durch Polymerase III erforderlichen Transkriptionseinheiten und eine fur RNA inhibie- 

25 rende RNA kodierende DNA enthalt, die innerhalb der genetischen Einheit derart angeordnet ist, dafl die 
inhibierende RNA Teil des Polymerase lll-Transkripts ist. 

2. Genetische Einheit nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die inhibierende RNA ein 
Ribozym ist. 

3. Genetische Einheit nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Ribozym ein Ribozym vom 
30 "hammerhead"-Typ ist. 

4. Genetische Einheit nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. da/J die inhibierende RNA eine 
Antisense RNA ist. 

5. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die 
Transkriptionseinheiten eines tDNA-Gens enthalt. 

35 6. Genetische Einheit nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl sie die Transkriptionseinheiten 
einer Initiations-Met tDNA enthalt. 

7. Genetische Einheit nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl sie die Transkriptionseinheiten 

einer tyrtDNA enthalt. 

8. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet. da/3 sie die fur die 
40 inhibierende RNA kodierende DNA als Insert zwischen dem A-Block und dem B-Block des von Polymerase 

III transkribierten Gens enthalt. 

9. Genetische Einheit nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. da/3 die inhibierende RNA ein 
Ribozym ist. 

10. Genetische Einheit nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. da/3 das Ribozym ein Ribozym vom 
45 "hammerhead "-Typ ist. 

11. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 6. 8, 9 und 10. dadurch gekennzeichnet. dafi sie die 
fur inhibierende RNA kodierende DNA als insert in der naturlichen Apal-Restriktionschnittsteile zwischen A- 
und B-Block enthalt. 

12. Genetische Einheit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB sie die fur die inhibierende RNA 
50 kodierende Oligonukleotidsequenz als Bestandteil des Introns enthalt 

13. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 5 bis 12. dadurch gekennzeichnet. da/3 sie eine 
Oligonukleotidsequenz derart enthalt, da/3 die Anticodon-Stammregion des tRNA-Transkripts gegenuber der 
des Wildtyp-tRNA-Transkripts verlangert ist. 

14. Genetische Einheit nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet. da/} sie eine fur ein Ribozym 
55 kodierende DNA enthalt. 

15. Genetische Einheit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. dafl das Ribozym ein Ribozym vom 
"hammerhead "-Typ ist. 

16. Genetische Einheit nach einem der Anspruche 12 bis 15. dadurch gekennzeichnet. dafl sie die fGr 
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die inhibierende RNA kodierende DNA als Insert in einer kunstlich eingefuhrten Restrlktionsschnittstelle 

'"''f7 Genetische Einheit nach einem der Anspruche 12 bis 16. dadurch g^kennzeichnet dafl das Intron 
17. Genetiscne tinne^ «.^..nH«r«trnlctMr der Precursor-tRNA stabiiisiert wird. wobei die fur das 

aeran mouui-nun i^i, uaw v^-v^ — - 

» Zelle d^t^ch gekennzeichne,. <ls« die g.ne.i»ch,n Elnhel»„ de«rt modiflzier, w^dan. daS ,h,e A*ahnna 

-,,J^'J^Zt>^Z<o.l^^ kd-plexlor, und dl. Zaiten diesam Komplax In BaruK^ng gab-ch, 

„ a vamandung dar in ainar, dar Ansp,a*a , Ms 20 dalinlartan ganafechan Einhel<«, zur Inhiblarung 

"%T voting na* Anap,u* 23 zur InhiWarung von Oncoganao dda, andaran ScNOssalganan. dia 
Wachstum und/odar Differenzlerung von Zailen kontrollieron. 

2S Veraiandung nach Anspruch 23 zur Inhibianjng von pathoganen wran. 
« 26 VawarSung nach Anspruch 23 zo, Harslallung ffansganar Tiara, in danan d,a genauscha Bnha,. 

'°"2™,*il:,'rnac2 Ansp,uch 23 zur Harstaliung »a„sganar Pflanzan. in danan dia ganatisCa 

"*|8 rrr^uThTzubl^Kung. an*ai.and ais ..r.sa™ Komponente aina odar .ah,a.a ganaiiacha 

" ''*rj:ai^i:;':='Jz'riSng^ , 

fo' prra?al?cTa ZubaralJg nach Anapruch 28 zu, lnhil:(arung von Onooganan odar andaran 
nrr:",^^ar?r2?nirr;:^^^^^^^^^ .nhiua^ng da, Svnihaaa u„ar„Onsch.a, 

,5 Ganprodu^^ Z„baraituog nach ainam da. AnsprOcha 28 bia 31. dadurch 9^™f 

sia zus/tzir*TahsLin-Polyl<aL-Koniugat. das zur Kc^plaxiarung de, ganatschan Bnhart balahrgt 

IT Pha.mazau«s=ha Zubarai^g nach Anspruch 32. dadurch gai<annzaichn.,. da« sla ain Transtarrin- 

" '°T;t,;i"i?ur4''zuberai.uhg nach Anspruch 32, dadurch gai<ahnzaichna,. da» sia ain Transiarrin- 

Protamin-Konjugat enthalt. 
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U7 RNA 4. 
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BIBOZYM R 



CCTT A TCGC ACGCCTC A CTG ATG AGTCCGT GAGGACGAAA CCCCOGCTGTC 
CCA ATACCGTGCGG AGTG ACTACTCACCC ACTCCTGC TTTCCGGCCG AC AG 
t t I ' ' 1 1 1 ' ' ' 



RIBOZYW T 



ATCGATCCCACGCCTCACTGATCACTCCGTGAGGACGAAAGCCCCGCTCTC 
TACGTAGCGTGCGGAGTGACTACTCAGGCACTCCTpCTTTCGCGCCGACAG 
III I t I 1 1 1 ' 



,0 20 ^^^0^^ 40 SO 60 70 

I^CAGCAGAGTg^Aj^^^^^^^^ 

A box BbOX ^^^,ru.. 




Polyllnker EcoR^ 



nenschliches met IRNA Gen - Fragment 

(BamHt /R$» t Fragment mit EcoRI-Unk*rn in di* 
EcoRl-Stell* des PUsmids Blutscript kloniert ) 

!, I . . 
% ••• V» V« • 



F1G.13. 



EP 0 387 775 A1 



1 47 . ^ 




FIG.U 



Behn 1:Molekulargewichtsmarker 

Bahn 2: RIbtRNA T ( verkurzter Anticodonstamm ) + 

tRNAmet ( Inj. Konz. 10:1 ) 
Bahn 3: RibtRNA R ( verlangerter Anticodonstamm ) + 

tRNAmet ( Inj. Konz. 1 0: 1 ) 
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Bahn 1 : Molekulargewichtsmarker 

Bahn 2: IRNAtyrM + 5S RNA ( Inj. Konz. 50: 1 ) 

Bahn 3: tRNAtyrC + 5S RNA ( Inj. Konz. 50:1 ) 
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Bahn 1 und 5: Molekulargewichlsmarker 
Bahn 2: RibtRNA HP + 5S RNA ( Inj. Konz. 20: 1 ) 
Bahn 3: RiblRNA C + 5S RNA ( Inj. Konz. 1:1 ) 
Bahn 4: RiblRNA D + 5S RNA ( Inj. Konz! 20:1 ) 



FIG. 18. 
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